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摘要 :【 目 的] 辣椒 实 蝇 Bactrocera latifrons ( Hendel) 为 我 国 重 要 的 检疫 性 有 害 生 物 ,其 寄主 范围 广泛 ,危害 严重 。 
由 于 传统 鉴定 方法 受到 饲养 周期 .饲养 条 件 、 虫 态 等 因素 的 限制 ,使 得 果蔬 进出 口 贸 易 通 关 速 度 \ 疫 情 快速 鉴定 受 
到 较 大 的 影响 ,因此 迫切 需要 开发 关于 实 晶 的 快速 鉴定 识别 的 技术 。【 方 法 】 本 研究 基于 mDNA COI 序列 设计 了 
一 对 能 够 准确 鉴定 辣椒 实 蝇 的 种 特异 性 引物 FL680 和 RL1057 , 3: AARE IE A EH PEG] RR , 3e FE] 8 RE SC. B. 
correcta (Bezzi) A/H B. dorsalis (Hendel) RIIV Sz B. cilifer (Hendel) 等 20 种 实 蝇 作为 阴性 对 照 ,进行 PCR 
扩 增 并 将 PCR 产物 进行 电泳 检测 。[【 结果 ] 仅 目标 种 辣椒 实 蝇 能 够 扩 增 出 清晰 且 单 一 的 约 378 bp 的 条 带 ,其 余 实 
晶 种 类 均 未 出 现 条 带 。 将 本 实验 建立 的 种 特异 性 PCR(SS-PCR) 鉴 定 方法 应 用 于 实际 检疫 工作 中 并 得 到 了 验证 , 表 
明 该 方法 具有 强 的 种 特异 性 。[ 结论 ] 本 文 提出 辣椒 实 临 快速 鉴定 识别 技术 可 应 用 于 实 蝇 的 疫情 监测 和 口岸 的 检 
疫 检 测 工作 。 
关键 词 : 辣椒 实 蝇 ; 种 特异 性 引物 ; 种 特异 性 PCR; mtDNA COI; 快速 鉴定 
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Rapid identification of Bactrocera latifrons ( Diptera: Tephritidae ) by 


using species-specific PCR technique 
HUANG Zhen', CHEN Shao-Ping?, XIE Jing', GUO Qiong-Xia^* (1. 
Fuzhou 350209, China; 2. Inspection and Quarantine Center of 
Fuzhou 350001, China; 3. College of Plant 
China ) 
Abstract: [ Aim] Bactrocera latifrons ( Hendel) is one of the most important plant quarantine pests in 

































































































































































Fuzhou Airport Entry-Exit 
Inspection and Quarantine Bureau, 
Fujian Entry-Exit Inspection and Quarantine Bureau, 
Protection, Fujian Agriculture and Forestry University, Fuzhou 350002, 
plant production and trade, and it has wide host range and causes serious damage. Traditional 
identification methods are limited by such factors as raising period , feeding conditions and developmental 
stage, thus limiting the clearance rate of customs and quick identification of infestation situation of fruits. 
For this reason, a rapid identification technique for fruit fly species is desperately needed. [Methods] A 
pair of primers, FL680 and RL1057, was designed and synthesized based on the mtDNA COI sequence. 
For the PCR amplification and gel electrophoresis, B. latifrons ( Hendel) was chosen as the positive 
correcta ( Bezzi), B. dorsalis ( Hendel) and B. 
cilifer ( Hendel) were used as the negative controls. [Results] A clear and single 378 bp band was 


amplified only from B. latifrons, but not from the other 20 fruit flies. The SS-PCR identification method 


control and other 20 species of fruit flies including B. 


established in this experiment was applied and verified in inspection and quarantine, indicating that this 
method has high species specificity. [ Conclusion] The rapid identification method developed here for B. 
latifrons can be applied in infestation monitoring and quarantine surveillance of fruit flies in ports. 

Key words: species-specific PCR. ( SS-PCR ) ; mtDNA 


COI; rapid identification 
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PRIK t Bactrocera latifrons ( Hendel ) 是 一 种 
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要 分 布 于 印度 .马来西亚 .巴基斯坦 .斯 里 兰 卡 、 泰 
AR .中国 大 陆 部 分 地 区 和 人 台湾 地 区 等 ,近年 来 
又 在 夏威夷 .日 本 汤加 及 非洲 的 部 分 区 域 定 殖 
(Liquido et al., 1994; Peck and Mcquate, 2004; 
Mwatawala et al., 2007; Rwomushana et al., 2008; 
Mwatawala et al., 2010; Meeyen et al., 2014) 。 在 中 
E] 3:3 TASK zs B E A HE E 89), 
1989) ,福建 厦门 鼓浪屿 ( 张 清 源 和 林 振 基 , 1996) , 
北京 ( 梁 静 波 等 ,1995 ) ,广东 广州 ( 古 菊 兰 , 1996) 
和 珠海 ( 吴 先 佑 等 ,2003 ) ,以 及 湖北 武汉 (王振华 
等 , 2008 ) 等 地 区 。 辣 椒 实 晶 寄 主 范 围 广泛 ,其 寄主 
包括 辣椒 、 闸 子 、 番 订 、 黄 瓜 、 蛇 瓜 苹果、 香蕉 、 洋 桃 、 
咖啡 、 番 石榴 .柠檬 荔枝 .芒果 和 甜 栖 等 各 种 果蔬 ， 
其 中 对 辣椒 及 匣 属 植物 危害 最 为 严重 ( 黄 振 和 黄 可 
XE, 2009)。 根 据 有 害 生物 危险 性 评价 的 指标 体系 
对 辣椒 实 蝇 进 行 定量 风险 分 析 , 认 为 辣椒 实 蝇 属 于 
高 危险 性 的 有 害 生物 ( 黄 振 和 黄 可 辉 , 2008), 

近年 来 ,由 于 分 子 生 物 学 技术 能 解决 传统 的 形 
态 学 分 类 方法 难以 解决 的 问题 且 不 受 虫 态 的 影响 ， 
越 来 越 多 的 分 子 生 物 学 技术 被 运用 于 昆虫 的 鉴定 中 
( 黄 可 辉 等 , 2005; 王振华 等 , 2009 ) 。 在 进出 境 的 
果蔬 检疫 中 经 常 截获 到 各 种 不 同 的 实 晶 幼 虫 . 卵 或 
Wf ERIA ig 8 . 足 等 残 体 ,给 实 蝇 种 类 的 准确 
鉴定 造成 了 困难 。 对 于 幼虫 的 分 类 鉴定 要 比 成 虫 困 
难得 多 , 通 带 是 将 幼虫 在 室内 饲养 为 成 虫 后 进行 分 
类 鉴定 ,而 这 需要 花费 较 长 的 时 间 ,给 果蔬 进出 口 贸 
易 的 通关 速度 造成 严重 影响 ; 而 对 于 残 体 则 是 无 法 
对 其 进行 正确 的 识别 。 因 此 ,迫切 需要 发 展 有 关于 
实 晶 的 快速 鉴定 识别 的 技术 。 

种 特异 性 PCR (species-specific PCR ，SS-PCR ) 
技术 , 即 在 设计 目标 物种 的 引物 时 必须 充分 考虑 引 
物 的 特异 性 ,使 得 在 扩 增 未 知 模板 时 能 够 根据 目标 
片段 条 带 的 有 无 就 能 把 目标 种 类 与 其 他 种 类 鉴别 开 
来 。 本 研究 提供 了 一 种 采用 特异 性 引物 快速 鉴定 辣 
椒 实 晶 的 方法 ,能 够 准确 及 时 对 截获 的 疑似 辣椒 实 
蝇 的 卵 、 肾 幼虫 成 虫 及 残 体 等 进行 鉴定 ,建立 了 一 
种 快速 鉴定 辣椒 实 蝇 的 方法 。 

本 研究 尝试 利用 NCBI 数据 库 以 及 Bioedit, 
Primer-Premier 5.0 和 Oligo 6. 44 等 相关 软件 来 设计 
能 够 准确 鉴定 辣椒 实 蝇 的 种 特异 性 引物 ,利用 20 种 
其 他 种 类 的 实 晶 进 行 引物 特异 性 的 验证 ,同时 测试 
了 本 研究 所 建立 的 SS-PCR 快速 鉴定 辣椒 实 蝇 的 方 
法 的 灵敏 度 ,并 将 该 方法 应 用 于 实际 检疫 工作 。 





























































































































1 材料 与 方法 


1.1 供 试 虫 源 

供 试 实 蝇 均 为 我 国 进 境 植物 检疫 性 有 害 生 物种 
类 , 供 试 标本 为 在 我 国 实 晶 监 测 调查 中 诱 集 ,边境 及 
邻 国 监 测 截获 以 及 进 境 水 果 检 验 检 疫 中 截获 ,包括 
PKH AA IKA B. correcta (Bezzi) 、 桂 小 实 
a B. dorsalis ( Hendel ) , Bii iy SC Wü B. cilifer 
(Hendel) Kha B. rubigina ( Wang & Zhao) .瑞丽 
果实 晶 B. ruiliensis Wang, Long et Zhang Je j2 SC h 
B. tuberculata ( Bezzi ) , 45 Wk 3; W& B. carambolae 
Drew & Hancock, j£ id JE Æ "mW B. 
( Fabricius) JRK t B. cucurbitae ( Coquillett) 南瓜 
实 晶 B. tau ( Walker) , E. 4 3c l8 B. 
( Hendel) EHKI B. parater (Zhao & Lin) 、 黑 
HE SCR B. scutellaris ( Bezzi ) , 3t A = 3E hg. B. 
modica (Hardy) (Pf REX B. hochii (Zia) RK 
W& Carpomya vesuviana Costa, JN TEL I X W& Dacus 
longicornis Wiedemann, JB Ym i 3C WW B. 
Drew & Hancock 、 黑 颜 实 晶 B. diaphora Coquillett 和 
五 指 山 实 蝇 B. wuzhishana Lin et Yang 45 21 种 。 
1.2 DNA 的 提取 和 DNA 质量 检测 

采用 OMEGA E. Z. N. A. ™ Insect DNA Kit 试剂 
盒 法 提取 DNA。 具 体 步 又 为 :挑选 供 试 实 蝇 备用 ， 
其 中 选用 的 辣椒 实 蝇 、 番 石榴 实 蝇 、 桂 小 实 蝇 、 南 瓜 
实 蝇 、 具 条 实 晶 和 瓜 实 蝇 的 个 体 数量 为 40 ~50 头 ,其 
他 的 实 晶 个 体 数量 为 5 ~ 10 头 。 在 供 试 的 实 蝇 中 取 
整 头 成 虫 ,或 是 成 虫 身 体 部 分 (如 足 1 条 或 翅 1 片 )， 
或 是 晴 、 幼 虫 , 置 于 2 mL 离心 管 中 , 加 入 适量 液 氮 充 
分 研磨 ,然后 根据 试剂 盒 的 说 明 书 操作 步骤 进行 ,最 
后 将 得 到 的 DNA 样品 保存 于 -20% 备 用 。 

利用 通用 引物 LCO1490 和 HCO2198 来 进行 实 
WEEK DNA 的 质量 检测 ,PCR 反应 在 定量 梯度 PCR 
仪 上 进行 ,反应 体系 :2 x EasyTaq PCR SuperMix (天 
根 生化 科技 有 限 公司 )12.5 kL, 引物 各 1 kL, 模板 
各 2 pL, 加 ddH,0 至 总 体积 25 pL; 反 应 条 件 为 :94%C 
5 min;94%C 40 s,48%C 30 s,72% 1 min,35 个 循环 ;最 
后 延伸 10 min, 分别 提取 5 pL PCR 产物 在 合 DNA 
染色 剂 的 1.5% 的 琼脂 糖 凝 胺 多 功能 电泳 仪 上 电泳 
30 min(120 V ) ,利用 凝 胶 成 像 分 析 仪 检测 是 否 扩 增 
出 预期 大 小 的 目标 片段 ,拍摄 并 记录 结果 。 通 用 型 引 
物 LCO1490 和 HCO2198 的 序列 分 别 为 : 

LCO1490: 5'-GCTCAACAAATCATAAACATATT 
































caudate 

















scutellata 








atrifemur 






































462 昆虫 学 报 Acta. Entomologica. Sinica 58 卷 





G-3'; 

HCO2198. S'-TAAACTICAGGGTGACCAAAAA 
ATCA-3', 
1.3 引物 的 设计 

通过 NCBI 数据 库 查 找 辣 椒 实 蝇 已 公布 的 登录 
序列 并 进行 比较 分 析 , 最 后 选 定 登录 号 为 FJ903490 
的 mtDNA COI 基因 序列 ,利用 NCBI 数据 库 中 提供 
BLAST 程序 检查 同 源 序列 ,最 后 选 定 昆士兰 实 蝇 B. 
tryoni ( Froggatt ) HQ130030. 1, % A 3c Wa B. 
correcta ( Bezzi) JX456552. 1 ， 木 瓜 实 蝇 B. papayae 
Drew & Hancock DQ917578.1, 桔 小 实 晶 B. dorsalis 
(Hendel) KF318524. 1, dE f£ sx X WB B. 
philippinensis Drew & Hancock KF318599. 1, A f R 
实则 B. invadens Drew KF318609. 1 fig p Æ tE B. 
carambolae Drew & Hancock EF 014414. 1 序列 ,下载 
这 些 序列 的 FASTA 格式 , 先 利 用 Bioedit 进行 序列 
比 对 ,然后 根据 SNP 位 点 ,利用 Primer-Premier 5. 0 
人 工 设计 引物 ,再 利用 Oligo 6.44 对 引物 进行 评价 ， 
最 后 利用 NCBI 数据 库 中 提供 的 Primer-BLAST 程序 
检查 同 源 序列 。 
1.4 引物 的 种 特异 性 的 测试 

选用 除 辣 椒 实 蝇 除 外 的 其 他 20 种 实 蝇 作为 阴 
TEXTIER , 疗 椒 实 晶 为 阳性 对 照 ,验证 本 实验 所 设计 引 
物 的 种 特异 性 。SS-PCR 在 定量 梯度 PCR 仪 上 进 
行 ,反应 体系 :2 x EasyTaq PCR SuperMix 12. 5 uL, 
引物 各 1 kL, 模板 各 2 pL, 加 ddH,O 至 总 体积 25 












































Fig. 1 


TOSTIS TAS o 


AL; 反 应 条 件 为 94Y% 5 min;94C 40 s,55*C 30 s, 
72%C 1 min ,25 个 循环 ;最 后 72% 延伸 8 min; 分 别提 
取 5 uL PCR 产物 在 含 DNA 染色 剂 的 1.5% 的 琼脂 
糖 凝 胶 多 功能 电泳 仪 上 电泳 30 min (120 V ) ,利用 
凝 胶 成 像 分 析 仪 检测 是 否 扩 增 出 预期 大 小 的 目标 片 
段 ,拍摄 并 记录 结 
1.5 引物 的 灵敏 度 的 测试 

利用 核酸 蛋白 分 析 仪 测试 提取 的 辣椒 实 蝇 
DNA 模板 的 浓度 。 将 辣椒 实 蝇 DNA 模板 按 107, 
10 一 和 10” 倍 梯度 稀释 ,然后 使 用 种 特异 性 引物 
FL680 和 RL1057 进行 PCR 扩 增 ,来 验证 该 检测 方 
法 的 灵敏 度 。 
1.6 SS-PCR 快速 鉴定 辣椒 实 蝇 的 应 用 验证 

利用 由 福州 机 场 出 入 境 检验 检疫 局 从 进 境 旅客 
携带 的 水 果 中 截获 的 辣椒 实 蝇 (为 多 批 次 截获 并 已 
人 饲养 到 成 虫 及 经 过 专家 形态 鉴定 复核 ) 的 DNA 为 
模板 , 使 用 种 特异 性 引物 FL680 和 RL1057 进行 
PCR 扩 增 ,来 验证 该 方法 的 稳定 性 与 准确 性 。 












































2 结果 


2.1 DNA 质量 检测 结果 

利用 通用 引物 LCO1490 和 HC0O2198 对 提取 的 
实 蝇 DNA 模板 进行 PCR 扩 增 。 结 果 表 明 , 所 有 的 
实 蝇 DNA 均 能 扩 增 出 单一 且 清 晰 的 ,长 度 约 700 bp 
的 目标 条 带 ( 图 1)。 


DUIS Q0 21P222 


图 1 利用 通用 型 引物 LCO1490 和 HCO2198 对 提取 的 实 蝇 DNA 模板 的 质量 检测 结 
Quality inspection results of the extracted DNA templates from fruit flies by using universal primers LCO1490 and HCO2198 





M: 50 bp DNA Ladder; 1; 35531513: Bactrocera correcta; 2; i/t B. dorsalis; 3: Bir SW B. cilifer; 4; BX B. rubigina; 5: 瑞丽 果实 
hà B. ruiliensis; 6; JE Sz Wa B. tuberculata; 7; 杨桃 实则 B. carambolae; 8: WMR LH B. caudate; 9; JAW B. cucurbitae; 10; SAEC B. 
latifrons; 11; AJAXI B. tau; 12; HÆ B. scutellata; 13; ER B. parater; 14; WRX B. scutellaris; 15; 1 ZEZÉ SW B. modica; 
16: fi [AE SCR B. hochii; 17; RKW Carpomya vesuviana; 18; JNE Kt Dacus longicornis; 19; Whine Kha B. atrifemur; 20; Hi SW B. 











diaphora; 21; KFS K4 B. wuzhishana; 22; ddH,0. 
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2.2 引物 的 选择 
利用 Bioedit 对 已 下 载 的 FJ903490, HQ130030. 


海 ) 贸易 有 限 公 司 合 成 。 特 异性 引物 FL680 和 
RL1057 的 序列 分 别 为 : 





JX456552. 1, DQ917578. 1, KF318524. 1, KF FL680: 5'-TTTGGGCACCCAGAAGTCTACAT 
A HE AZ ! 
318599. 1, KF318609.1 和 EF014414. 1 等 序列 进行 。 T3'; 
ClustalW 多 重 比 对 ,通过 筛选 最 终 选 择 的 种 特异 性 RL1057: 5'-TACAGACGAGTTAGCGAGAAC 
引物 FL680 和 RLI057 (| 2) 。 引物 由 英 潍 捷 基 ( 上 A3', 
510 620 530 640 650 660 670 680 530 700 
Hi P LEATA E ea tetas ctis zz E E EEE p ANE Tocat pues cric: ze tes de esee eU eost: Es A uses NE l 
B. latifrons AGATC BARATTTAAATACTTCATTCTTTGACCUCC GCTGGAGGAGGAGATC CTATC ed 
OO — — —  — Nuystusm Eas amus [p e CI LS TRE dcs 区 | US > 1 Ao EAEE LL. en 
Gt —— — 0 weit Eimers ssa jp ET ds races [eh Hs ell. EE E RD ADU a tora ganera 2 ppn 
B. papayae a s Dn ix opt 有 me pat Cite sosmesa 2 IES E E E DITS i be CONTES RS ToT 
B. dorsalis sss aa |" [79 su T.C. Tieni Teron T..T 
B. philippinensis  ...C..... [rese quc ae [4 ELE ce e Rok pisce r rick UE 和 Po Eb EA Ix T MN TT 
B. invadens vs d gas we [X n eus caa Ut 这 和 全 a nE noie ecere ENT | CREE YT « ue ues aped b coda d 
B. carambolae AE ae Ed caelis x dfe [S anaa 和 T css cxi Ti dicus Faa T 
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图 2 8 种 果实 蝇 mtDNA COI 基因 序列 片段 的 ClustalW 多 重 比 对 结 


Fig. 2 Multiple sequence comparisons of mtDNA COI gene fragments of 8 fruit flies using ClustalW program 





种 特异 性 引物 FL680 和 RL1057 WEZA FERIRE H 


Ho Sequences of the species specific primers FL680 and RL1057 are underlined. 


H 


H 其 


-N 





RSK NE 





mtDNA COI 基因 序列 GenBank 登录 号 Fruit fly species and the GenBank accession numbers of their mtDNA COI gene sequences; B. latifrons: 辣椒 实 


W& Bactrocrea latifrons, FJ903490; B. tryoni; EE 
木瓜 实 蝇 B，papayae,， DQ917578.1; B. dorsali; t/h B. dorsalis , 
1; B. invaden; 入 侵 果 实则 B. invadens, KF318609.1; 





2.3 引物 的 种 特异 性 
结果 显示 仪 辣 椒 实 蝇 扩 增 出 清晰 且 单 一 的 约 


sh B. tryoni, HQ130030. 1; B. correcta; 
KF318524.1; 
B. carambolae; Maza B. carambolae, EF 014414. 1. 


Poi B. correcta, X456552.1; B. papayae: 
B. philippinensis: 菲律宾 实 刚 B. philippinensis, KF318599. 


378 bp 的 条 


重复 实验 3 


,其 他 实 蝇 种 类 均 未 出 现 目标 条 带 
,结果 均一 致 ,表明 该 实验 设计 的 种 特 
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异性 引物 FL680 和 RLI057 具有 较 强 的 特异 性 及 稳 
定性 (图 3) 。 
将 实验 所 得 到 的 PCR 产物 送 到 英 潍 捷 基 ( 上 


M3 ESL TRI 





bp 
700 


300 


50 


图 3 引物 FL680 和 RL1057 的 种 特异 性 验证 


TOSS ma mA S 


海 ) 贸易 有 限 公 司 进行 测序 ,将 所 得 到 的 序列 提交 
NCBI 数据 库 进 行 BLAST ,结果 表明 该 段 序 列 与 数据 
库 中 的 辣椒 实 昌 序列 具 100% 的 一 致 性 。 


16 17. 18 19. 20. 21] 22 














Fig. 3 Species specificity verification of the primers FL680 and RL1057 
M: 50 bp DNA Ladder; 1: POIH Bactrocera correcta; 2: i/t B. dorsalis; 3: Hiir Xi B. cilifer; 4; BW B. rubigina; 5: 瑞丽 果实 
hà B. ruiliensis; 6; JE SzWg& B. tuberculata; 7; TZ Bt SW B. carambolae ; 8; WMR LW B. caudate; 9: JI Sz Wa B. cucurbitae; 10; SEL B. 
latifrons; 11; AJRI B. tau; 12; HZI B. scutellata; 13; ARK B. parater; 14; PRESE WR B. scutellaris; 15; (E EEZÉ SW B. modica; 
16: fi] CAE Sca B. hochii; 17; 现实 蝇 Carpomya vesuviana; 18: 瓜 棍 腹 实 蝇 Dacus longicornis; 19; Eim EKWA B. atrifemur; 20. WAKI B. 





diaphora; 21: 五 指 山 实 蝇 B. wuzhishana; 22; ddH,0. 


2.4 引物 的 灵敏 度 

利用 核酸 蛋白 分 析 仪 测试 提取 的 辣椒 实 刚 
DNA 模板 的 浓度 为 25. 21 ng/uL。 取 不 同 浓度 的 
DNA 模版 进行 最 低 检 出 闵 值 的 测定 , 随 着 模版 浓度 
的 降低 , 扩 增 出 的 条 带 逐 渐 减 弱 , 在 稀释 10 一 倍 后 仍 
有 明显 条 带 , 说 明 该 方法 具有 较 高 的 灵敏 度 (图 4)。 


M 1 2 3 A 5 











bp 
700 


300 





50 


图 4 引物 FL680 和 RL1057 的 灵敏 度 验证 
Fig. 4 Sensitivity verification of the primers FL680 and RL1057 
M: 50 bp DNA Ladder; 1; 25.21 x 10? ng/&L DNA; 2; 25.21 x107! 
ng/L DNA; 3; 25.21 x 10? ng/uL DNA; 4; 25.21 x 10? ng/uL 
DNA; 5; ddH,0. 








2.5 SS-PCR 快速 鉴定 辣椒 实 蝇 的 应 用 验证 

截获 的 实 蝇 标 本 均 有 目标 条 带 ,结果 表明 ,分子 
生物 学 鉴定 结果 与 形态 学 鉴定 结果 一 致 ,该 方法 具 
有 和 较 好 的 稳定 性 ,可 以 应 用 于 羔 椒 实 蝇 的 实际 鉴定 
工作 (图 5)。 











3 讨论 


引物 的 特异 性 是 本 实验 成 功 的 关键 , 因为 
mtDNA COI 相对 保守 ,容易 被 通用 引物 扩 增 同时 又 
有 足够 的 特异 性 能 够 将 不 同 物种 区 分 开 , 所 以 选用 
mtDNA COI 基因 作为 标记 基因 ,随后 选择 了 与 辣椒 
实 蝇 序列 一 致 性 达 86% 以 上 的 昆士兰 实 晶 、 番 石榴 
实 蝇 、 木 瓜 实 晶 、 桔 小 实 量 、 菲 律 宾 实 蝇 、 人 侵 果实 晶 
以 及 杨桃 实 蝇 等 的 同 源 序 列 进行 引物 的 设计 ,确保 
了 所 设计 的 引物 的 特异 性 。 本 实验 选用 番 石 榴 实 
蝇 、 桔 小 实 蝇 、 颜 带 实 蝇 等 20 种 实 蝇 (包括 
Bactrocera , Carpomya 和 Dacus 3 个 属 以 及 果实 量 属 
的 Bactrocera, Zeugodacus , Sinodacus 和 Asiadacus 4 
个 亚 属 ) 作 为 阴性 对 照 ,辣椒 实 蝇 作为 阳性 对 照 , 利 
用 本 实验 设计 的 引物 FL680 和 RL1057 进行 PCR 扩 
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定 地 扩 增 出 长 度 约 
,其 他 实 蝇 种 类 均 
验 所 设计 引物 


增 , 仅 辣椒 实 蝇 能 特异 性 并 稳 
2 ra 的 目标 条 带 
无 条 带 出 现 , 进一步 验证 了 本 实 


FL680 fil RL1057 的 特异 性 。 然 而 当 口 岸 仅 发 现 卵 
或 是 残 体 时 , 即 只 能 提取 到 微量 DNA 时 ,SS-PCR 检 
测 鉴定 方法 的 灵敏 度 就 至 关 重 要 了 。 本 实验 所 建立 


a. 8). 2X). AT 


图 5 SS-PCR 快速 鉴定 





辣椒 实 蝇 的 应 用 验证 





Fig. 5 Application verification of SS-PCR for rapid identification of Bactrocera latifrons 


M: 50 bp DNA Ladder; 1 -2: RERI B. latifrons from Thailand; 3 
latifrons from Malaysia; 9 — 10; EPER B. latifrons from India; 11 —13; 


-5: ZAI B. latifrons from Laos; 6 -8: 马来西亚 辣椒 实则 B. 


H ÆA B. latifrons from Japan; 14; fà]vSzW& B. dorsalis; 


15. giie B. cilifer; 16: AOW B. correcta; 17; Wh B. rubigina; 18: 瑞丽 果实 蝇 B. ruiliensis; 19; AKE B. carambolae ; 20 ; 


3 R 3S B. caudate; 21; 





的 方法 具有 较 高 的 灵敏 度 ,能 检测 到 的 DNA 模板 浓 
度 可 低 至 2.521 x107! ng/aL。 同 时 该 SS-PCR 检 
测 鉴定 方法 在 实际 检疫 工作 中 也 得 到 应 用 验证 。 

综 上 所 述 , 本 研究 所 建立 的 SS-PCR 快速 鉴定 
辣椒 实 蝇 的 方法 具有 快速 简便 特异 性 高 灵敏度 高 
等 优点 ,可 以 在 8 之 内 完成 辣椒 实 岂 的 鉴定 ,能 够 
满足 口岸 检验 检疫 快速 通关 的 要 求 。 
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